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論文内容要旨
 Basic-HLHモチーフとは,DNAへの結合に必要な塩基性領域と,他のタンパクと2量体を形
 成するのに必要な2っのαヘリックスからなる転写因子の構造である。このような構造をもった
 転写因子は,骨格筋細胞をはじめとして,B細胞,骨髄細胞,神経細胞など,さまざまな種類の
 細胞系列の決定に関与することが示されており,例えば,骨格筋細胞の分化においては,MyoD,
 myogeninといった筋細胞特異的なBasic-HLHタンパクが,E12,E47などの遍在するBasic-
 HLHタンパクとヘテロダイマーをつくってDNA上のEboxとよばれる配列(CANNTG)に結
 合し,筋細胞方向への分化の決定,ならびに筋細胞特異的遺伝子の転写を活性化することが知ら
 れている。これに対しIdはDNA結合に必要な塩基性領域を欠いたHLHタンパクで,E12,E47
 と結合し,これらの転写因子を不活性化することによって転写を抑制し,細胞分化において負の
 調節をおこなうと考えられている。Idはもともとは試験管内で分化誘導可能なフレンド赤白血
 病細胞(MEL細胞)のライブラリーからクローニングされた遺伝子であり,その赤血球方向へ
 の分化にともない遺伝子発現の減少することが知られていたが,この分化誘導過程における
 Basic-HLHタンパクの関与については現在までのところ何も報告されていない。
 本研究において私は,MEL細胞分化におけるBasic-HLHタンパクの関与を検討するために,
 Idの遺伝子を誘導可能な発現プロモーター一(メタロチオネインプロモーター)につなぎ,MEL
 細胞に導入して安定変異株を作成した。得られた安定変異株のうち,導入したIdの発現がRNA
 およびタンパクレベルで観察されたクローンでは分化率の減少が見られ,発現していないクロー
 ンでは分化率の変化が見られなかったことから,IdはMEL細胞の分化を阻害すると結論した。
 このことは,赤芽球細胞の分化においても,骨格筋分化の系と同じようなBasic-HLHタンパク
 による分化制御のシステムが存在することを強く示唆している。すなわち,分化に促進的に作用
 するBasic-HLHタンパクがMEL細胞中に存在していて,それは未分化な状態ではIdにより不
 活性化されているが,分化刺激を加えることによりIdが減少するとBasic-HLHタンパクが活性
 化状態になり分化が進行する,というモデルを想定することができる。
 私は,このモデルに則って,MEL細胞分化に促進的に作用するBasic-HLHタンパクを同定し
 ようと考え,まずMEL細胞におけるBasic-HLHタンパクの挙動を調べることにした。これま
 でにBasic-HLHタンパクは塩基配列特異的にDNAに結合することが知られていたので,この
 塩基配列(Ebox)を用いたゲルシフトアッセイを行なったところ,分化に依存してEboxプ
 ローブヘの結合が増強する核タンパクの存在が示された。この核タンパクのDNA結合活性はin
 vivoおよびinvitroでのIdの存在によって阻害されることから,Basic-HLHタンパクであると
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 考えられた。
 次に,このBasic-HLHタンパクの候補を探し出すことを目的として,ウェストウェスタン法
 によりIdと結合可能な因子の検索を行なった。MEL細胞の核抽出液をSDS-PAGE電気泳動し
 てニトロセルロースフィルターにトランスファーし,大腸菌に合成させたIdタンパクとの結合
 をみたところ,数種類のId結合タンパクが認識された。なかでも約30kDのサイズに位置する
 タンパクは,Idとの結合特異性が見られること,これまでに良く調べられているBasic-HLHタ
 ンパクがこのサイズにないことを考え合わせると,新しいBasic-HLHタンパクである可能性が
 高いと思われる。現在,発現ライブラリーをもちいたウェストウェスタン法によりこのタンパク
 をコードする遺伝子のクロ一二・ングを進めている。
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 審査結果の要旨
 増殖している細胞がどのようなプロセスで分化の方向に向かう決定をし,自らの運命転換を行
 なっているのか,という事象を分子レベルで解明することは,非常に大きな生物学的興味の対象
 であるばかりでなく,医学的に新しい境地を切り開き,疾病の診断や治療に結び付く重要なもの
 と確信される。本研究で取り上げたBasic-HLHタンパクによる分化の制御はもともとは骨格筋
 細胞の分化において見いだされたメカニズムであるが,最近では,B細胞,骨髄細胞,神経細胞
 など,さまざまな種類の細胞系列の決定に関与することが示されている。
 マウス赤白血病細胞(MEL細胞)はDMSOによって赤血球方向への分化が誘導される培養
 細胞であるが,この細胞には塩基性領域を欠いたHLHタンパク,Idの発現が分化誘導前の細胞
 で高く,分化誘導後著しく減少することが知られていた。1dは,骨格筋分化の系において,筋
 細胞特異的Basic-HLH転写因子MyoDのDNA結合活性を阻害することにより分化の制御をお
 こなっており,MEL細胞にもこれに類似した分化メカニズムがあることを予想させる。このよ
 うな観点に基づき,本研究ではまずMEL細胞にIdの遺伝子を導入することにより,Idの高発
 現によってMEL細胞分化が阻害されることを明らかにした。またMEL細胞の核抽出液中の
 E-box結合活性が,分化の進行とともに増強することをはじめて示し,Idを遺伝子導入し分化阻
 害をおこさせた細胞ではこのE-box結合活性の低下がおこっていることを見いだした。さらに,
 近年開発されたウェストウェスタンプロッティングという新しい手法によりMEL細胞の核抽出
 液中に,Idと特異的なタンバクータンパク結合を行なう核タンパクが存在することが明らかに
 している。
 これらの実験結果はいずれも,骨格筋分化の系と同じようなBasic-HLHタンパクによる分化
 制御のシステムがMEL細胞にも存在するという,前述の作業仮説を支持するものである。すな
 わち,分化にPositiveに作用するBasic-HLHタンパクがMEL細胞中に存在していて,未分化
 な状態ではIdにより不活性化されているが,分化刺激によりIdが減少すると,Basic-HLHタン
 パクが活性化状態になり,分化方向へ進行する,というメカニズムの存在がかなり有力なものと
 なった。現在,Idをプローブにしたウェストウェスタン法により,このBasic-HLHタンパクを
 スクリーニングしているということであり,もしクローニングに成功すれば赤血球分化の分子機
 構の解明においてきわめて重要な発見となるであろう。
 以上のことより,本論文は学位を授与するに十分価するものと判断する。
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